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73277 Owen/Teck 

5 Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Untersuchung von Immunoassays 
gemaB dem Oberbegriff des Anspruchs 1 . 

Die medizinische Diagnostik, im speziellen die immunologische Diagnostik, 
basiert zu einem groJJen Anteil auf dem ELISA (Enzyme-Linked- 

10 Immunosorbent-Assay). Eine neuere Ubersicht liber Immimoassays findet sich 
bei Hage, Anal Chem 1999 71, 294R-304R. Zwei Merkmale zeichnen einen 
ELISA aus: Ein erster Reaktionspartner ist mit einem Enzym markiert und in 
einem Assay-Medium gelost. Ein zweiter Reaktionspartner ist an einer Fest- 
phase gebtmden, wobei die Festphase von einer Grenzflache eines das Assay- 

1 5 Medium begrenzenden Festkorpers gebildet ist. 

Als Festphase kommen dabei meistens standardisierte Kunststoffplatten, haufig 
Polystyrol, mit 96 Vertiefungen (= Wells) zur Anwendung. Die Oberflache der 
Kunststoff Wells bindet Proteine, welche die zweiten Reaktionspartner bilden, 

20 im Nanogrammbereich durch Adsorption, was eine fur immunologische Nach- 
weise ausreichende Menge ist. Eine Bindungsreaktion mit dem in Losxmg vor- 
liegenden enzymmarkierten ersten Reaktionspartner fuhrt zur Bindung des En- 
zyms an die Festphase. Das gebundene Enzym wird sichtbar gemacht durch die 
Zugabe eines chromogenen Substrats das spezifisch ist fur dieses Enzym. An- 

25 schlieBend kann das entstehende farbige Produkt optisch ausgewertet werden. 

Fxir die Markierung des ersten Reaktionspartners, meistens ein Immunglobulin, 
mit Enzym gibt es eine Reihe von technischen Moglichkeiten, gangige Markie- 
rungen sind Peroxidase oder alkalische Phosphatase. 

30 

ELISA' s ergeben sehr gute Ergebnisse hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat, 
die erreichbaren Nachweisgrenzen liegen im Nanogrammbereich oder darunter. 
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Es gibt die verschiedensten Ausfuhrungsformen von Assays, die auf diesem 
Prinzip beruhen. Dabei werden je nach Fragestellung Antigene oder Antikorper 
nachgewiesen. 

5 Ein wesentlicher Nachteil des ELISA ist jedoch die Handhabung des Tests, 
weil nacheinander verschiedene Reagentien zu den Wells zugegeben und wie- 
der entfemt werden miissen. Die Summe der verschiedenen Pipettier-, Wasch-, 
und Inkubationsschritte variiert von Assay zu Assay und kann zehn oder mehr 
betragen. Deshalb sind ELISA' s zeit- und arbeitsaufwendig in der Durchfuh- 
10 rung. Um gute Ergebnisse zu erhalten mxissen ELISA's von speziell ausgebil- 
detem Personal mit groBer Sorgfalt durchgefiihrt werden. 

Ein weiterer Nachteil des ELISA ist die Zeitdauer fiir einen Assay, der durch 
die Summe der Inkubations- und Waschschritte gegeben ist und normalerweise 
15 eine bis mehrere Stunden dauert. 

Aus der US 3, 939, 350 ist eine Vorrichtung zur Untersuchung von Immuno- 
Assays bekannt, bei welcher eine transparente Scheibe zwischen ein Prisma 
und einen Behalter mit dem Assay-Medium einbringbar ist. 

20 

Mittels eines Lasers werden Sendelichtstrahlen im Winkel der Totalreflexion 
auf die Scheibe gefuhrt, wodurch im Grenzbereich des Assay-Mediums im Be- 
reich der Scheibe ein evaneszentes Feld erzeugt wird. 

25 Der erste Reaktionspartner in Losung ist mit einem Fluorophor markiert. Der 
zweite Reaktionspartner ist an die Oberflache der Scheibe gebunden. Bindet 
der Fluorophor markierte Reaktionspartner aus der Losung an den Reaktions- 
partner an der Oberflache, so kann er dann durch das evaneszente Feld eines 
total reflektierten Lichtstrahls angeregt werden und Fluoreszenzstrahlung emit- 

30 tieren. Diese Fluoreszenzstrahlung wird quantitativ bestimmt und ist direkt 
proportional zu gebundenem Fluorophormarkierten Reaktionspartner und damit 
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direkt proportional zu der Menge des urspriinglich vorhandenen Reaktionspart- 
ners in der Losung. 



Da nur der an die OberflacKe gebundene Fluorophor im Evaneszen2feld des 
5 Laserstrahl liegt, wird nur dieser gebundene Fluorophor optimal angeregt und 
emittiert Photonen. Nicht gebundener Fluorophor in der Losung ist nicht im 
Evaneszenzfeld des Lichtstrahls positioniert, wird deshalb nicht angeregt und 
emittiert auch keine Photonen. Diese Anordnung erlaubt also die quantitative 
Bestimmimg von gebundenem Fluorophor in Anwesenheit von nichtgebunde- 
1 0 nem Fluorophor. 

Nachteilig hierbei ist jedoch der mechanisch komplizierte Aufbau der Vor- 
richtung, Insbesondere das Praparieren der Scheibe und das anschlieBende Ein- 
bringen der Scheibe zwischen Prisma und Behalter ist auBerst zeitaufwenig. 
15 Zudem kann die Praparation nur von qualifiziertem Personal durchgefuhrt wer- 
den. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde eine Vorrichtung der eingangs ge- 
naimten Art so auszubilden, dass eine Untersuchung von Immuno-Assays bei 
20 hoher Nachweisempfindlichkeit mit geringem Zeit-, Kosten- und Materialauf- 
wand durchfuhrbar ist. 

Zur Losung dieser Aufgabe sind die Merkmale des Anspmchs 1 vorgesehen. 
Vorteilhafte Ausfuhrungsfonnen und zweckmaBige Weiterbildungen der Erfin- 
25 dung sind in den Unteranspruchen beschrieben. 

ErfindungsgemSB befindet sich das Assay-Medium mit dem ersten und zweiten 
Reaktionspartner sowie dem Fluorophor in einer Kiivette, wobei der zweite 
Reaktionspartner an der die Grenzflache bildenden Oberseite des Bodens der 
30 Kiivette gebimden ist. 
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Die vom Sender emittierten Sendelichtstrahlen warden iiber eine Seitenwand 
des Bodens eingekoppelt, so dass diese im Boden verlaufend im Winkel der 
Totalreflexion auf die Grenzflache gefiihrt sind. 

5 Die lichtumlenkenden und lichtfuhrenden Mittel zur Erzeugung des Evanes- 
zenzfeldes sind somit durch eine geeignete Ausbildung des Bodens der Kiivette 
einfach und kostengiinstig herstellbar. Besonders vorteilhaft dabei ist, dass die 
lichtumlenkenden und lichtfuhrenden Mittel sowie die Aufhahme des Assay- 
Mediums von einer vorzugsweise einstiickig ausgebildeten Kiivette gebildet 
10 sind. 

ZweckmaBigerweise weist die Kiivette zudem an ihrem oberen Rand einen 
Aufsatz auf, mit welchem diese an einer Halterung befestigbar ist. 

15 Die Untersuchung von Immunoassays kann somit in einer geringen Anzahl von 
Arbeitsschritten durchgeflihrt werden. Insbesondere ist nahezu kein Aufwand 
fiir die Praparation der Assays notig, 

Weiterhin ist vorteilhaft, dass die erfindungsgemaBe Vorrichtung wenig Ein- 
20 zelteile umfasst, einen geringen Montageaufwand erfordert und zudem klein 
von den Abmessungen ist und ein geringes Gewicht aufweist, so dass diese 
einfach handhabbar und insbesondere auch mobii ausgebildet sein kann. 

In einer besonders vorteilhaften Ausfiihrungsform kanii auch eine Mehr- 
25 fachanordnung von Kiivetten vorgesehen sein, wobei diese stationar angeordnet 
sind und mitteis einer Mehrfachanordnung von Sendem untersuchbar sind, wo- 
bei die von den einzelnen Kiivetten ausgehenden Fluoreszenzstrahlen von ei- 
nem gemeinsamen Empfanger (10) registriert werden 

30 Diese Anordnung ist einfach und kostengunstig herstellbar, Zudem ist vorteil- 
haft, dass bei dieser keine bewegten Telle benotigt werden, wodurch der Justa- 
geaufwand gering gehalten wird. 



Die Erfindung wird im nachstehenden anhand der Zeichnungen erlautert. Es 
zeigen 

Figur 1 : Schematische Darstellung eines ersten Ausfiihrungsbeispiels einer 
Vorrichtung zur Untersuchimg von Immunoassays mit einer Kuvette 
zur Aufinahme eines Assay-Mediums. 



Figur 2: Querschnitt durch die Kuvette gemaB Figur 1 . 
Figur 3: Draufsicht auf die Kuvette gemaB Figur 1 



Figur 4: Teildarstellung eines zweiten Ausfiihrungsbeispiels zur Untersu- 
chung von Immunoassays. 

Figur 5: Schematische Darstellung eines dritten Ausfiihrungsbeispiels zur 
Untersuchimg von Immunoassays mit einer ersten Mehrfachanord- 
nung von Kiivetten. 

Figur 6: Querschnitt durch einen Teil der Vorrichtimg gemaB Figur 5. 



Figur 7: Schematische Darstellung eines dritten Ausfiihrungsbeispiels zur 
Untersuchimg von Immunoassays mit einer zweiten Mehrfachanord- 
nimg von Kiivetten. 



Figur 8: Querschnitt durch die Vorrichtung gemaB Figur 7, 

Figur 1 zeigt ein erstes Ausfiihrungsbeispiel einer Vorrichtung 1 zur Untersu- 
chimg von Immunoassays. 



Das zu untersuchende Immunoassay befindet sich in einer Kuvette 2. Zur Un- 
tersuchimg des Assays ist eine optische Sensoranordnung vorgesehen. Die Sen- 
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soranordnung umfasst einen Sendelichtstrahlen 3 emittierenden Sender 4, der 
von einem Laser gebildet ist. Dem Sender 4 ist ein Polarisationsfilter 5 nachge- 
ordnet, so dass die auf die Kuvette 2 gerichteten Sendelichtstrahlen 3 linear 
polarisiert sind. 

5 

Der Sender 4 ist vor einer abgeschragten Seitenwand 6 des Bodens der Kuvette 
2 angeordnet. Die Neigung dieser Seitenwand 6 ist so gewahlt, dass die dort 
auftreffenden Sendelichtstrahlen 3 an der Seitenwand 6 durch Brechung auf die 
Oberseite des Bodens der Kuvette 2 hin gebrochen werden und dort im Winkel 

10 der Totalreflexion auftreffen. Die Neigung der Seitenwand 6 ist zudem so ge- 
wahlt, dass die Sendelichtstrahlen 3 im Brewster- Winkel auftreffen. Dadurch 
bleibt die Polarisation der Sendelichtstrahlen 3 bei Eintritt in die Kuvette 2 
erhalten. Zudem entstehen keine Intensitatsverluste. Die Oberseite des Bodens 
der Kuvette 2 bildet eine Grenzflache 7 zum Immimoassay. Dadurch wird na- 

15 hezu die gesamte Lichtmenge der Sendelichtstrahlen 3 an der Oberseite des 
Bodens reflektiert und auf eine zweite Seitenwand 6^ des Bodens der Kuvette 2 
gefuhrt. An dieser Seitenwand 6* werden die Sendelichtstrahlen 3 nochmals 
gebrochen und treffen auf einen optischen Sumpf 8, der eine Riickreflexion der 
Sendelichtstrahlen 3 auf die Kuvette 2 vermeidet. Die Strahlfuhrung der Sen- 

20 delichtstrahlen 3 ist so gewahlt, dass diese auBerhalb der Kuvette 2 in horizon- 
taler Richtung und parallel zur Oberseite des Bodens der Kuvette 2 verlaufen. 

Trotz der Totalreflexion der Sendelichtstrahlen 3 an der Grenzflache 7 dringt 
ein exponentiell mit der Distanz zur Grenzflache 7 abfallender kleiner Teil der 
25 Lichtmenge der Sendelichtstrahlen 3 in das Innere der Kiiyette 2 ein und bildet 
dort innerhalb einer Grenzschicht ein evaneszentes Feld. Die Eindringtiefe des 
evaneszenten Feldes ist dabei groBer als die Rauhtiefe der Oberflache der Ku- 
vette 2. 

30 In der Kuvette 2 befinden sich unter anderem Fluorophore. Die Fluorophore 
werden in der Grenzschicht optisch angeregt und emittieren Fluoreszenzstrah- 
len 9. Der den Boden der Kuvette 2 durchsetzende Teil der Fluoreszenzstrah- 
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len 9 trifft auf einen Empfanger 10, der in Abstand unterhalb der Kiivette 2 
angeordnet ist. Der Empfanger 10 ist von einem PIN-Detektor, einem Pho- 
tomultiplier oder einer Avalanche-Diode gebiidet. 

5 Zur Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit sind dem Empfanger 10 ein 
Polarisationsfilter 11, eine Empfangsoptik 12 in Form einer Sammellinse und 
ein Interferenzfilter 1 3 vorgeordnet. 

Der Empfanger 10 und der Sender 4 sind an eine gemeinsame, nicht darge- 
10 stellte Auswerteeinheit angeschlossen, die von einem Microcontroller oder 
dergleichen gebildet ist. In der Auswerteeinheit erfolgt die Auswertung der am 
Ausgang des Empfangers 10 anstehenden Empfangssignale. Zudem erfolgt die 
Steuerung des Senders 4 uber die Auswerteeinheit. 

15 In der Kiivette 2 befindet sich ein Assay-Medium, das typischerweise von einer 
wassrigen Losung gebildet ist. In dem Assay-Medium befindet sich ein erster 
Reaktionspartner, der mittels der erfindungsgemaBen Vorrichtung 1 quantitativ 
nachgewiesen wird. Typischerweise ist der erste Reaktionspartner von Antige- 
nen oder Antikorpem gebildet, Ein zweiter Reaktionspartner, der beispielswei- 

20 se von einem Protein gebildet ist, ist an der Grenzfiache 7 der Kiivette 2 durch 
Adsorption gebunden. 

Der erste Reaktionspartner in Losung ist mit dem Fluorophor markiert. Der 
zweite Reaktionspartner ist an die Grenzfiache 7 der Kiivette 2 gebunden. Bin- 

25 det der Fluorophor markierte erste Reaktionspartner aus der Losung an den 
zweiten Reaktionspartner an der Oberflache, so kaim er dann durch das evanes- 
zente Feld der totalreflektierten Sendelichtstrahlen 3 angeregt werden und 
Fluoreszenzstrahlen 9 emittieren. Diese Fluoreszenzstrahlen 9 werden im Emp- 
fanger 10 quantitativ bestimmt und sind direkt proportional zu dem gebunde- 

30 nen fluorophormarkierten Reaktionspartner und damit direkt proportional zu 
der Menge des ursprunglich vorhandenen ersten Reaktionspartners in der Lo- 
sung. 



8 

Da nur der an die Oberflache gebundene Fluorophor im Evaneszenzfeld der 
Sendelichtstrahlen 3 liegt, wird nur dieser gebundene Fluorophor angeregt und 
emittiert Fluoreszenzstrahlen 9. Nicht gebundener Fluorophor in der Losung ist 
nicht im Evaneszenzfeld positioniert, wird deshalb nicht angeregt und emittiert 
auch keine Fluoreszenzstrahlen 9. Diese Anordnung erlaubt somit die quantita- 
tive Bestimmung von gebundenem Fluorophor in Anwesenheit von nichtge- 
bimdenem Fluorophor ohne einen vorhergehenden Separations- und Wasch- 
schritt. 

Dabei wird zweckmafiigerweise nach Zugabe des ersten Reaktionspartners in 
die Ktivette 2 die Zunahme des gebundenen Fluorophors mit zeitlich fort- 
schreitender Reaktion direkt gemessen. Da die Menge gebimdenen Fluorophors 
direkt proportional zur ursprunglich vorhandenen Menge Fluorophors ist, er- 
moglicht die Sensoranordnung die quantitative Bestimmxmg von in der Losung 
befindlichem Reaktanten in Echtzeit ohne zusatzliche weitere Wasch- und/oder 
Pipettierschritte auBer dem ersten Pipettierschritte. 

Da die Absorptionskoeffizienten und Emissionseigenschaften fur Fluorophore 
sehr giinstig sind, ergebeh sich geringe Nachweisgrehzen. Bereits nach einigen 
Minuten konnen Reaktionen gemessen und quantifiziert werden. 

Bei der Auswertung der am Ausgang des Empfangers 10 anstehenden Emp- 
fangssignale wird vor Untersuchung des hnmunoassays zunachst das Dunkel- 
rauschen des Empfangers 10 und der in diesem integrierten Photonenzahlein- 
heit emittiert. Dabei wird als Standardabweichung fur das.Dunkelrauschen die 
Quadratwurzel Vn der registrierten Rate N der Photonen ermittelt. 

Zum quantitativen Nachweis des ersten Reaktionspartners in der Kuvette 2 
muB dann das bei der Untersuchung des Immunoassays ansteigende Empfangs- 
signal innerhalb einer bestimmten Messzeit ein Vielfaches dieser Standardab- 
weichung erreichen. Gleichzeitig muss die Form des Anstiegs des Empfangs- 
signals einer Exponential funktion mit einer Zeitkonstante innerhalb vorgege- 
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bener Toleranzgrenzen geniigen. Die mathematisch angepassten Werte fur die 
Zeitkonstante, die Amplitude und den Offset des Empfangssignals miissen in- 
nerhalb vorgegebener Grenzen liegen. 

5 Schliefilich darf die Summe der Abweichungen von Messwerten und der an 
diese angepassten mathematischen Kurve einen bestimraten Wert nicht uber- 
schreiten. 

Entsprechend dem sich andemden Inhalt der Kuvette 2 konnen die vorgenann- 
1 0 ten Parameter variiert werden. 

Der Aufbau der Kuvette 2 ist aus Figur 1 sowde insbesondere aus den Figuren 2 
und 3 ersichtlich. Die Kuvette 2 weist im wesentlichen einen hohlzylindrischen 
Grundkorper auf und ist zur Oberseite bin ofTen. 

15 

Der Boden der Kuvette 2 besteht aus einem massiven kreiszylindrischen 
Grundkorper, wobei die Mantelflache an gegenuberliegender Seite abgeschragt 
ist. Die dadurch entstehenden Seitenwande 6, 6* laufen in schragem Winkel auf 
die ebene Unterseite des Bodens zu. Die ebenen Seitenwande 6, 6* sind spie- 

20 gelsymmetrisch zum Grundkorper der Kuvette 2 angeordnet. Die Neigungs- 
winkel der Oberflachen der Seitenwande 6, 6^ der Kuvette 2 sind so angepasst, 
dass entsprechend des Berechnungsindexes des Ktivettenmaterials und des in 
der Kuvette 2 enthaltenen Assay-Mediums die wie in Figur 1 dargestellten, 
horizontal verlaufenden und auf eine Seitenwand 6 der Kuvette 2 auftreffenden 

25 Sendelichtstrahlen 3 im Winkel der Totalreflexion in Richtung der Oberseite 
des Bodens der Kuvette 2 abgelerikt werden, welche die Grenzflache 7 bildet. 
Entsprechend werden dann die Sendelichtstrahlen 3 tiber die zweite Seiten- 
wand 6^ aus der Kuvette 2 ausgekoppelt. 

30 Die Kuvette 2 weist einen Aufsatz 14 auf, der an den oberen Rand des hohlzy- 
lindrischen Grundkorpers anschlieBt. Der Aufsatz 14 ist scheibenformig ausge- 
bildet und weist im wesentlichen die Fomi einer Platte mit rechteckigem Quer- 
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schnitt aiif. Die Kiivette 2 wird zur Fixierung relativ zur Sensoranordnung am 
Aufsatz 14 an einer nicht dargestellten Halterung befestigt. Vorzugsweise ist 
die Kuvette 2 an gegentiberliegenden seitlichen Randem des Aufsatzes 14 ge- 
halten. Die seitlichen Rander'oder die Oberseite des Aufsatzes 14 konnen zu- 
5 dem Markierungen zur Identifikation des Inhalts der Kuvette 2 tragen. Die 
Markierungen konnen insbesondere von Barcodes gebildet sein. 

Die Kuvette 2 bestehend aus Grundkorper und Aufsatz 14 ist einstuckig ausge- 
bildet und besteht vorzugsweise aus einem Kunststoffspritzteil. Die Kuvette 2 
10 besteht dabei vorzugsweise aus PolystyroL 

Die offene Oberseite der Kuvette 2 kann mit einer Folic oder dergleichen abge- 
schlossen werden. Dann kann beispielsweise mit einer Spritze durch die Folic 
das zu untcrsuchende Immunoassay in die Kuvette 2 eingespritzt werden. 

15 

Bei der Anordnung gemaB Figur 1 werden die vom Sender 4 emittierten Sen- 
delichtstrahlen 3 in die Kuvette 2 eingekoppelt, dann nach einmaliger Totalre- 
flexion an der Grenzflache 7 der Kuvette 2 aus dieser ausgekoppelt und 
schlieBlich dem optischen Sumpf 8 zugefuhrt. Nachteilig hierbei ist, dass auf- 
20 grund des kleinen Durchmessers der Sendelichtstrahlen 3, der typischerweise 
erheblich kleiner als die GroBe der Grenzflache 7 ist, nur ein kleiner Teil der in 
der Grenzschicht befindlichen Fluorophore optisch angeregt wird. 

Um diesen Nachteil zu beheben kann die Anordnung gemaB Figur 4 vorgese- 
25 , hen werden, Bei dieser Anordnung werden die Sendelichtstrahlen 3 nach dem 
ersten Durchgang durch die Kuvette 2 an einem ersten Spiegel 15 mit vorge- 
ordnetem Polarisationsfilter 16 reflektiert und iiber die zweite Seitenwand 6^ 
des Bodens wieder in die Kuvette 2 so eingekoppelt, dass die Sendelichtstrah- 
len 3 im Winkel der Totalreflexion nochmals an der Grenzflache 7 reflektiert 
30 werden. Die nach der Reflexion aus der Kuvette 2 austretenden Sendelicht- 
strahlen 3 treffen dann auf einen zweiten Spiegel 1 7 mit vorgeordnetem Polari- 
sationsfilter 1 8 und werden nochmals in die Kuvette 2 eingekoppelt. Nach To- 
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talreflexion an der Grenzflache 7 treffen die Sendelichtstrahlen 3 nochmals auf 
den ersten Spiegel 15. Von dort werden die Sendelichtstrahlen 3 nochmals in 
die Kuvette 2 eingekoppelt und treffen nach Totalreflexion an der Grenzflache 
7 auf den optischen Sumpf 8. Der Sender 4, die Spiegel 15, 17 sowie der opti- 
sche Snmpf 8 sind im wesentlichen in einer Ebene, die durch den Kiivettenbo- 
den verlauft, seitlich versetzt zueinander angeordnet, so dass bei den einzelnen 
Durchgangen durch die Kuvette 2 die Sendelichtstrahlen 3 jeweils an unter- 
schiedlichen Stellen auf die Grenzflache 7 auftreffen. Dadurch wird ein erheb- 
licher Teil der Grenzflache 7 mittels der Sendelichtstrahlen 3 optisch angeregt. 

In den Figuren 5 und 6 ist eine Vorrichtung 1 mit einer Mehrfachanordnung 
von Kuvetten 2 dargestellt. Dabei sind die Ktivetten 2 in einer Linearanordnung 
hintereinander angeordnet und in einem Rahmen 19 gelagert, der die Halterung 
bildet. Jeder Kuvette 2 ist jeweils ein Sender 4 und ein optischer Sumpf 8 zu- 
geordnet. 

Die an der Unterseite der Boden der Kuvette 2 austretenden Fluoreszenzstrah- 
len 9 werden liber die Empfangsoptik 12 zum Empfanger 10 gefuhrt, wobei 
dem Empfanger 10 analog zu Figur 1 ein Interferenzfilter 13 und ein Polarisa- 
20 tionsfilter 1 1 vorgeordnet sind, welche in den Figuren 5 und 6 der IJbersicht- 
lichkeit wegen nicht dargestellt sind. 

Unterhalb jeder Kuvette 2 ist eine Linse 20 und ein dieser nachgeordneter 
Umlenkspiegel 21 angeordnet. Mittels der Linse 20 werden die aus der Kuvette 

25 2 austretenden Sendelichtstrahlen 3 gesammelt und zum Umlenkspiegel 21 
gefiihrt. Die den einzelnen Kuvetten 2 zugeordneten Umlenkspiegel 21 sind so 
orientiert, dass die daran reflektierten Fluoreszenzstrahlen 9 uber die Emp- 
fangsoptik 12 auf den EmpfMnger 10 treffen. Der Ubersichtlichkeit wegen sind 
nur die von drei Kuvetten 2 ausgehenden Fluoreszenzstrahlen 9 in Figur 5 auf- 

30 getragen. Die von den restlichen Kiivetten 2 ausgehenden Fluoreszenzstrahlen 
9 sind dagegen nicht eingezeichnet. 
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Damit die aus den einzelnen Kiivetten 2 austretenden Fluoreszenzstrahlen 9 
separat axisgewertet werden konnen, werden liber die Auswerteeinheit die Sen- 
der 4 einzeln nacheinander aktiviert. 

5 In den Figuren 7 und 8 ist eine Vorrichtung 1 mit einer weiteren Mehr- 
fachanordnung von Kuvetten 2 dargestellt. Figur 7 zeigt eine konzentrische 
Anordnung von Kuvetten 2, wobei im Zentrum der Anordnung ein stationarer 
Polygonspiegel 22 angeordnet ist. Jeder Kiivette 2 ist wiederum ein Sender 4 
und ein optischer Sumpf 8 zugeordnet, die in den Figuren 7 und 8 nicht darge- 
10 stellt sind. Die Kuvetten 2 sind in einer nicht dargestellten Halterung gelagert. 
Die Sender 4 und die optischen Sumpfe 8 sind ebenfalls stationar in vorgege- 
benen Positionen zur jeweiligen Kiivette 2 angeordnet. 

Wie insbesondere aus Figur 8 ersichtlich ist, sind die Kuvetten 2 in einer Ebene 
15 liegend angeordnet, wahrend sich der Polygonspiegel 22 unterhalb der Kuvet- 
ten 2 befindet. 

Jeder Kiivette 2 ist eine Linse 23 und ein Umlenkspiegel 24 zugeordnet, welche 
unterhalb des Bodens der jeweiligen Kiivette 2 angeordnet sind. Die an der 

20 Unterseite des Bodens einer jeden Kiivette 2 austretenden Fluoreszenzstrahlen 
9 w^erden mittels der Linse 23 gesammelt und auf den Umlenkspiegel 24 ge- 
fuhrt. Die dort reflektierten Fluoreszenzstrahlen 9 werden am Polygonspiegel 
22 abgelenkt und zu dem unterhalb des Polygonspiegels 22 angeordneten Emp- 
fangers 10 gefuhrt. Die dem Empfanger 10 vorgeordnete Empfangsoptik 12 

25 sowie der Polarisationsfilter 1 1 und Interferenzfilter 1 3 sind in Figur 8 nicht 
dargestellt. 

Damit die aus den einzelnen Kuvetten 2 austretenden Fluoreszenzstrahlen 9 
separat ausgewertet werden konnen, werden die Sender 4 wiederum einzeln 
30 nacheinander aktiviert. 
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Patentanspriiche 

5 

1. Vorrichtung zvir Untersuchung von Immunoassays mit einem flussigen 
Assay-Medium, welches von wenigstens einer Grenzflache eines Fest- 
korpers begrenzt ist, wobei ein erster Reaktionspartner in dem Assay- 
Medium gelost und mit einem Fluorophor markiert ist, imd ein zweiter 
10 Reaktionspartner innerhalb einer Grenzschicht des Assay-Mediums an 

der Grenzflache gebunden ist, und wobei zum quantitativen Nachweis 
des ersten Reaktionspartners mittels eines Sendelichtstrahlen emittieren- 
den Senders in der Grenzschicht ein Evaneszenzfeld generiert wird, 
durch welches an die zweiten Reaktionspartner gebundene fluorophor- 
15 markierte erste Reaktionspartner optisch angeregt werden und Fluores- 

zenzstrahlen emittieren, welche in einem Empfanger nachgewiesen wer- 
den, dadurch gekennzeichnet, dass die Grenzflache (7) von der Oberseite 
des Bodens einer den Festkorper bildenden Kiivette (2) zur Aufnahme 
des Assay-Mediums gebildet ist, und dass die Sendelichtstrahlen (3) liber 
20 eine Seitenwand (6) des Bodens eingekoppelt sind, so dass diese im Bo- 

den verlaufend im Winkel der Totalreflexion auf die Grenzflache (7) ge- 
fuhrt sind. 

Vorrichtung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der Boden 
der Kiivette (2) zwei gegeniiberliegende, in einem Winkel kleiner als 90° 
zur Grenzflache (7) verlaufende ebene Seitenwande (6, 6^) aufweist, wo- 
bei die Sendelichtstrahlen (3) liber eine erste Seitenwand (6) in den Bo- 
den eingekoppelt und nach Totalreflexion an der Grenzflache (7) ixber die 
zweite Seitenwand (6^) ausgekoppelt sind. 

3. Vorrichtung nach Anspmch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Seiten- 
30 wande (6, 6*) des Bodens der Kuvette (2) symmetrisch zu deren Symme- 

trieebene verlaufen. 



2. 

25 



4. Yorrichtung nach einem der Anspriiche 2 oder 3, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Kuvette (2) eine im wesentlichen hohlzylindrische Form 
aufweist, wobei die ebenen Seitenwande (6, 6*) als Abschragungen des 
kreiszylindrischen Bodcns der Kuvette (2) ausgebildet sind. 

5 5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1—4, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Kiivette (2) an ihrer Oberseite offen ist und einen an ihrem obe- 
ren Rand anschlieBenden scheibenformigen Aufsatz (14) aufweist, der in 
eine Halterung einsetzbar ist. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Aufsatz 
10 (14) einen rechteckigen Querschnitt aufweist, an dessen Langsseiten die 

Halterung befestigbar ist, 

7. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 4 oder 6, dadurch gekennzeich- 
net, dass an einem seitlichen Rand des Aufsatzes (14) eine Markierung 
zur Kennzeichnung des Inhahs der Kuvette (2) vorgesehen ist. 

15 8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-7, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Kiivette (2) einstiickig ausgebildet ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Kiivette 
(2) aus einem Kunststoffspritzteil besteht. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Kiivette 
20 (2) aus Polystyrol besteht. 

11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-10, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Sendelichtstrahlen (3) ausserhalb der Kiivette (2) parallel zur 
Grenzflache (7) der Kuvette (2) verlaufen. 
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12. 



Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1-11, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Fluoreszenzstrahlen (9) iiber die Unterseite des Bodens der Kii- 
vette (2) ausgekoppelt und auf den Empfanger (10) gefuhrt sind. 



3 

13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 — 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Sender (4) vor einer Seitenwand (6) des Bodens der Kuvette (2) 
angeordnet ist, und dass die Sendelichtstrahlen (3) nach Austritt aus der 
Kuvette (2) auf einen optischen Sumpf (8) gefuhrt sind. 

5 14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 — 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Sender (4) von einem Laser gebildet ist, welchem ein Polarisati- 
onsfilter (5) nachgeordnet ist 

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 oder 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass mittels einer Anordnung von Spiegeln (15, 17) mit vorge- 

10 ordneten Polarisationsfiltem (16, 18) die Sendelichtstrahlen (3) mehrfach 

durch den Boden der Kuvette (2) zur Grenzflache (7) gefuhrt sind. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 — 15, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Empfanger (10) von einem Photomultiplier, einem PIN-Detektor 
oder einer Avalanche-Diode gebildet ist, welchem ein Polarisationsfilter 

15 (11)> ^^^^ Empfangsoptik (12) und ein Interferenzfilter (13) vorgeordnet 

sind. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 ~ 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass diese eine Mehrfachanordnung von Kiivetten (2) aufweist, auf wel- 
che jeweils von einem Sender (4) emittierte Sendelichtstrahlen (3) ge- 

20 richtet sind, und dass die aus den einzelnen Kiivetten (2) austretenden 

Fluoreszenzstrahlen (9) in einem gemeinsamen Empfanger (10) regi- 
striert werden. 

18. Vorrichtimg nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Sender 
(4) einzeln nacheinander aktiviert werden. 

25 19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 17 oder 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass eine Linearanordnung von Kiivetten (2) vorgesehen ist. 



20. 



Vorrichtung nach einem der Anspriiche 17 oder 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Kiivetten (2) der Mehrfachanordnung konzentrisch zu 



4 

einem Polygonspiegel (22) angeordnet sind, wobei die an den Kiivetten 
(2) austretenden Fluoreszenzstrahlen (9) uber den Polygonspiegel (22) 
zum Empfanger (10) gefiihrt sind. 
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5 Bezugszeichenliste 





(1) 


Vorrichtimg 




(2) 


Kiivette 




(3) 


Sendelichtstrahlen 


10 


(4) 


Sender 




(5) 


Polarisationsfilter 




(6) 


Seitenwand 




(6') 


Seitenwand 




(7) 


Grenzflache 


15 


(8) 


optischer Sumpf 




(9) 


Fluoreszenzstrahlen 




(10) 


Empfanger 




(11) 


Polarisationsfilter 




(12) 


Empfangsoptik 


20 


(13) 


Interferenzfilter 




(14) 


Aufsatz 




(15) 


Spiegel 




(16) 


Polarisationsfilter 




(17) 


Spiegel 


25 


(18) 


Polarisationsfilter 




(19) 


Rahmen 




(20) 


Linse 




(21) 


Umlenkspiegel 




(22) 


Polygonspiegel 


30 


(23) 


Linse 




(24) 


Umlenkspiegel 
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Zusammenfassung 

5 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung (1) zur Untersuchung von Immunoas- 
says mit einem fliissigen Assay-Medium, welches von wenigstens einer Grenz- 
flache (7) eines Festkorpers begrenzt ist, wobei ein erster Reaktionspartner in 
dem Assay-Medium gelost und mit einem Fluorophor markiert ist, und ein 

10 zweiter Reaktionspartner innerhalb einer Grenzschicht des Assay-Mediums an 
der Grenzflache (7) gebunden ist. Zum quantitativen Nachweis des ersten Re- 
aktionspartners wird mittels eines Sendelichtstrahlen (3) emittierenden Senders 
(4) in der Grenzschicht ein Evaneszenzfeld generiert wird, durch welches an 
die zweiten Reaktionspartner gebundene fluorophormarkierten ersten Reakti- 

15 onspartner optisch angeregt werden und Fluoreszenzstrahlen (9) emittieren, 
welche in einem Empfanger (10) nachgewiesen werden. Die Grenzflache (7) ist 
von der Oberseite des Bodens einer den Festkorper bildenden Kuvette (2) zur 
Aufhahme des Assay-Mediums gebildet. Die Sendelichtstrahlen (3) sind uber 
eine Seitenwand (6) des Bodens eingekoppelt, so dass diese im Boden verlau- 

20 fend im Winkel der Totalreflexion auf die Grenzflache (7) gefuhrt sind. 
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Figur 1 



Fig.1 




EPO- Munich 
51 

2 4. Aug. 1999 



Fig.1 





cvl 



